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Die f olgenden Angaben sind den vom An me I der eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG 1st gestellt 

© lonisierung hochmolekularer Substanzen durch Laserdesorption aus flussigen Matrices 

@ DieErfindung betrifft die fragment- und adduktarme lo- 
nisierung hochmolekularer Analytmolekule, inbesond&re 
grower Biopolymere, durch matnx-unterstutzte Laserde- 
sorption (MALDI) aus flussigen Matrixes fur die massen- 
spektrometrische Untersuchung der entstehenden lonen, 
insbesondere fur deren Molekulargewichtsbestirnmung. 
Die Erfindung besteht darin, als Matrixsubstanzen FIus- 
sigkeiten mit extrem niedrigen Dampfdrucken aus der 
Gruppe der mindestens dreiwertigen Alkohole mit min- 
destens einer Etherbindung (Ether-Polyole oder Polyet- 
her-Polyo!e) zu benutzen. Diese kdnnen durch Infrarot-La- 
ser direkt zur Energieaufnahme und lonisation benutzt 
werden (IR-MALDI), durch Auflosen absorbierender Sub- 
stanzen fur andere Wellenbereiche konnen aber auch an- 
dere Laser, beispielsweise ubliche UV-Laser, verwendet 
werden. 
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^Glycerin diente bereits vor ein bis zwei Jahrzehnteri als flussiges Medium fiir die Ionisierung von gelosten Substanzen 
durch BeschuB mit schnellen Neutralteilchen (fast atom bombardment, "FAB"). Auch mit dieser Methode wurden faoch- 
empfindlich sehr fragment- und.adduktarme Spektren von Molekulen relativ hohen Molekulargewichts erhalten 

Uber den Grund der ahnlich hohen Ionisierungswif kung des Glycerins in diesen doch sehr verscniedenartigen lomsie- 
runesmethoden kann bisher nur spekuliert werden. So scheint es moglich, daB groBe Molekule, die sich praktisctf immer 
eeimscht aus hydrophoben und hydrophilen Gruppen (amphiphile Substanzen) zusammensetzen, sich bevorzugt mit ih- 
rer mehr hydrophoben Seite an der Oberflache aufhalten, lind nur mit ihrer hydrophilen Seite in die sehr polare Losung 
ragen Dieser Effekt mag zu einer starken Erhdhung der Konzentration dieser Hochpolymere an der Oberflache fuhren. 
Andererseits kann moglicherweise Glycerin (1,2,3-Propantriol) als dreiwertiger Alkohol besonders leicht andere Sub- 
stanzen durch Protonenabgabe aus einer der Alkoholgruppen ionisieren. Auch Schockwellenausbreitungen m der Flus- 
. sigkeit mit Abschiitteln von Oberflachenmolekulen sind diskutiert wordem Es ist auch bekannt, daB das sehr polare Was- 
ser als Matrix verwendet werden kann, dabei bedarf es aber einer extremen Kuhlung der Tragerplatten im Vakuum, urn 
sofortiges Verdunsten zu vermeiden. . 

Die Ionisierung rnittelst Glycerins bietet neben einigen Vorteilen aber auch schwerwiegende Nachteile. 
■ Vorteile- Neben der hohen Empfindlichkeit fiir sehr groBe Molekule, der relativen Fragment- und Adduktarmut steht 
besonders die gleichmaBige Ionisierung sausbeute iiber die ganze Tropfenoberflache hinweg auf der Liste der Vorteile. 
Da keine visuelte Kohtrolle des BeschuBortes mehr notwendig ist, wird ein automatisiertes Verfahren ermoglicht, anders 
als es bisher bei den MALDI-Verfahren mit Tropfcheneintrocknung zu festen Matrices der Fall war. Als Vorteilist auch 
- zu zahlen, daB sich die Proben relativ leicht praparieren lassen; auf ein TVopfchen Glycerin kann einf ach ein Tropfchen 
mit waBriger Analytlosung aufgebracht werden. Die Preparation sehr einfach kann in Pipettierautorhaten erfolgen. Das 
Wasser verdampft (zumindest zu groBen Teilen) beim Einbringen ins Vakuum des Massenspektrometers. 

NachteHe- Auf der Liste der Nachteile stehen besonders die relativ kurzzeitige Verwendbarkeit und die starke Bela- 
stung des Vakuumsystems; sowohl wegen dieser Belastung des Vakuums wie auch wegen der Kurzfrisugkeit lassen sich 
mit dieser Methode leider nicht Hunderte von Proben auf einem Probentrager analysieren. Schon bei zehn Proben auf : ei- 
nem Trager tritt eine spiirbare Belastung des Vakuumsystems und damit auch der Spektrengute auf, die durch den 
schlechten Druck im Spektrometer beeinfluBt wird. Das steht einem immer starker werdenden Verlangen nach hohem 
Probendurchsatz entgegen, fur die nicht nur zehn, sondern eher tausend Proben auf einem Probentrager verlangt werden. 
Diesem Nachteil kann dabei durch eine starke Kuhlung der Probeniragerplatte auBerhalb des Vakuums, in derProbentra- 
. gerschleuse und im Vakuum begegnet werden, jedoch ist eine solche Kuhlung schwieng (die Tragerplatte befindet sich 
im Massenspektrometer auf einem Potential von 30 kV) und in kommerziellen Massenspektrometern mcht vorhanden. 

Fiir diesen hohen Probendurchsatz der Analyse ist natiirlich nicht nur eine Autornatisierbarkeit der MALDI-Iomsie- 
rung sondern aller Analysenschritte einschheBlich der Vorbereitung der Proben unbedingt notwendig. Diese ist aber, wie 
oben schon angedeutet, bei der Verwendung von Glycerin als Matrixsubstanz in idealer Weise gegeben, m der Regel bes- 
ser als bei Verwendung fester Matrixsubstanzen. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein bochempfmdliches und automatisierbares Verfahren fur die pulsartige und scho- 
nende Ionsierung sehr groBer Molekule ohne wesentliche Fragment- oder Adduktbildung zu finden, das es erlaubt, viele 
Proben gleichzeitig (mogUchst mehr als tausend) auf einen Probentrager aufbringen und ohne wesentliche Belastung des 
Vakuumsystems analysieren zu konnen. < 

Erfindungsgedanke 

Die Erflndung besteht darin, fur MALDI fliissige Matrices aus mehrwertigen (mindestens dreiwertigen) Alkoholen zu 
yerwenden die jedoch gegenuber dem bisher verwendeten Glycerin durch Verlangerung der Kohlenstoffketten und den 
Einbau von mindestens einer Etherbindung einen wesentlich niedrigeren Dampfdruck besitzen. Diglycenn, Tnglycenn 
und Polyglycerin (Trivialnamen, Bezugsquelle: Solvav Alkali GmbH, Diisseidorf) gehoren zu dieser Gruppe von Flus- 
sigkeiten Dabei kann durch die Verwendung von Infrarot-Lasern eine direkte Anregung der Matrixmolekule erfolgen, es 
kann aber durch Auflosen von Absorbentien fur Licht anderer Welienlangen auch eine Anpassung an andere Laserarten 
erfolsen 

Es hat sich in Experimenten erwiesen, daB ein hoher Anteil an OH-Gruppen (Hydroxygruppen) fur die Funktion als 
MALDI-Matrixsubstanz wesentlich ist. Der hone Anteil an diesen alkoholischen OH-Gruppen tragt emerseits (neben der 
Kettenverlangeung an sich) zur Erniedrigung des Dampfdrucks bei, er erscheint aber auch fur die Energieaufnahme, fiir 
die Kohzentrierung von Analytmolekulen an der Oberflache und fiir. die Ionisierung wichtig zu sein. Im FaUe von Er- 
bium- YAG-Lasern dienen diese Hydroxygnippen insbesondere auch zur.direkten Aufnahme der Energie aus der Laser- 

^^NunTind vierwertige Alkohole normaler Kohlenwasserstoffe (einfachste Zucker) bereits fest, daher laBt sich der 
Grundgedanke der Erfindung, hydroxygruppenreiche Flussigkeiten mit extrem niedrigem Dampfdruck zu benutzen, 
nicht mit normalen Kohlenwasserstoff-Alkoholen realisteren. Der Einbau etherischer Bindungen in die Kohlenstoffket- 
ten vermag aber auch hohere Alkohole fliissig zu erhalten, so daB sich durch Ether-Poly ole, oder durch Polyether-Poly- 

: ole, Matrixflussigkeiten der erfindungsgemaBen Art verifizieren lassen. ' 
Zu diesen Verbindungen gehoren insbesondere das vierwertige Diglycerin (Tnvialname) mit dem AuftauHOH^- 
HOHC-H 2 C-0-CH2-CHOH-CH 2 OH, TV oder das funfwertige Triglycerin HOH2C-HOHC-H2C-O-CH2-CHOH-H2C-O- 65 
CH 2 -CHOH-CH 2 OH, das zwei Ether-Bindungen aufweist. Der Aufbau ahrielt den sogenannten Polyethylenglykolen, die 
wegen ihres extrem niedrigen Dampfdrucks als ULtrahochvakuum-Pumpenole gebraucht werden, jedoch trotz relativ 
langer Kettenlangen nur zweiwertige, endstandige Alkohole darstellen und sich in Experimenten als wemg geeignet fur 
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Besonders gunstige Ausfuhrungsformen 



Eine sehr gunstige Ausformung des Verfahrens istbereits durch die Verwendung von Diglycenn (Stmkto m Fig. 1) 
statt des bisher venvendeten Glycerins als Matrixflussigkeit gegeben. Die analytischen Ei^enschaften im .MALDI-Pro- 
zefi sind sehr ahnlich, wie aus Fig. 4a und 4b hervorgeht Das Diglycerin ist ein vierwerUger Alkohol mit e.ner Ether- 
Bindung, hat eine leicht olige Konsistenz, ist mit Wasser mischbar und ergibt unter BeschuB eines Erbium- YAG-Lasers 
ahnlich gute Massenspektren wie Glycerin. Die Energiedichte im Laserfokus muB em wenig hoher als bei Glycerin ge- 
wahlt werden, entsprechend dem hoheren Siedepunkt des Diglycerins. Die Beejnflussung des Vakuums durch das Digly- 
cerin ist aber entscheidend besser: dadurch konnen weitaus mehr Probentropfchen aufgetragen und langere Analysenzei- 
ten durchgehalten werden. Trdpfchen aus Diglycerin nehmen selbst bei einem Tag Aufenthalt im Vakuum kaum merk- 

h °Durch Auflosen von UV-Absorbentien in den fliissigen Matrixsubstanzen ist es mbglich auch die bisher ublichen UV- 
Laser, beispielsweise die ublichen Stickstofnaser mit 337 Nanometer Wellenlange und 3 Nanosekunden Pulsbreite wel- 
ter zu benutzen. Mitdiesen Lasem sind praktisch alle bisher kommerzieU erhaltlichen MAlX)I-Massens P ektrometer aus- 
eestattet Als UV-Absorbentien konnen beispielsweise die bisher fur UV-Laser benutzten Matrixsubstanzen, wie bei- 
spielsweise a-Cyano-4-Dehydrozimtsaure, benutzt werden. Da aber die Absorbentien nicht mehr die Iomsierung uber- 
nehmen rmissen, konnen auch ganz andersartige UV-Absorbentien verwendet werden. Auch die Anpassung an Laser mit 
sichtbaremLichtistmoglich. . ,. 

. Auch die Verwendung des Triglycerins ist moglich, hier ist aber die Konsistenz bereits deutiich zaher und auch die 
Loslichkeit fur UV-Absorbentien ist deutlich geringer. Es konnen aber die Polyglycerine durch weitere chemische Grup- 
pen, beispielsweise durch eine Teilnitrierung, in ihrem Dampfdruck weiter gesenkt werden, ohne daB unter Normalbe- 
dingungen feste Substanzen entstehen. Eine Teilnitrierung kann durch Verpuffungsunterstutzung auch fur den MALDI- 
ProzeB giinstig wirken. Auch andere chemische Gruppen konnen sich giinsdg auf den MALDI-ProzeB auswirken. Es 
konnen aabei oeispielsweise chemische Gruppen eingebaut werden, die direkt eine Absorption des verwendeten Laser- 
lichts ermoglichen. 

Eigenschaften: Glycerin Diglycerin Triglycerin 

Koehpunkt 130°C bei 1,8 mbar 205°C bei 1,3 mbar >240°C bei 0,2 mbar 

ViskositatbeilCC 1412 mPas 20900 mPas 86400 mPas 

Die Viskositat nimmt bei hoheren Temperaturen drastisch ab. So gilt fiirDi- und Triglycerin, daB die Viskositat bei Er- 
warmung auf 100°C um etwa 2,5 Zehnerpotenzen abnimmt. 

Di- oderTriglycerin (und ahnUche Verbindungen) lassen sich durch ihre olige Viskositat imd ihre Benetzungsfahigkeit 
fiir hydrophile Oberflachen sehr leicht und zuverlassig mit Vielkopf-Nadelstempeln auf die MALDI-Trageiplatten uber- 
tragen (siehe Fig. 2). So kann man auf eine Metallplatte der GroBe 78 mal 128 MiUimeter (GroBe der Biochemie haufig 
Venvendeten Mikrotiterplatten) leicht 1536 flache Tropfchen von etwa einem Millimeter Durchmesser aufstempeln. Die 
Zentren der Tropfchen haben dann einen Abstand von 2,25 Mllimetem voneinander, das entspncht einem der Sub-Ra- 
stermaBe von Mikrotiterplatten (der Abstand des Grundrasters der Mikrotiterplatten betragt 9 Miljimeter) 

Die 1536 Tropfchen konnen mit einem 96-fachen Nadelkopf in 16 Schritten, mit emem 384-fachen Nadelkopt in 4 
Schritten Oder auch mit einem 1536-fachen Nadelkopf in nur einem Schritt aufgetragen werdenDie Nadelkopfe mit Na- 
deln von etwa 0,8 Miuimetem Durchmesser lassen sich relativ einfach hersteUen und ergeben ReckgroBen von etwa ei- 
nem Millimeter Durchmesser. Metallnadeln beispielsweise aus Edelstahl haben eine maBige Hydrophiue und nehmen 
daher ieweils beim Abheben aus dem Vorratsbehalter mit Polyglycerin einen flachen Tropfen auf, der nicht abtropft und 
sich sehr gut uberstempeln laBt. Der Kopf kann zum Bestempeln einer groBeren Anzahl von Tragerplatten verwendet 
werden, da die Tropfchen an Luft praktisch iiberhaupt nicht verdunsten und sich die Platten so iiber langere Zeit lagern 

Die waBrigen Analytlosungen konnen dann mit kommerzieU erhaltlichen Pipettierautomaten aas Mtoodterplatten 
entnommen und auf die Polyglycerintxopfchen aufpipettiert werden. Sie vermischen sich dort dimisiv mit dem Polygly- 
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Damit die Analytlosungen nicht von dem Polyglycerintropfchen abgleiten und auf die Tragerplatte abfliefien, bevor 
eine Losung stattfiridet, ist es zweckmaBig, die Umgebung der Tragerplatte um die Polyglycerintropfchen herum sehr hy- 
drophob zu machen. Die Polyglycerintropfchen konnen dabei auf hydrophilen Ankerflecken aufsitzen. Sie nehmen dabei 
prazise die Form und vorbekannte S telle des hydrophilen Ankerflecks ein, giinstig fiir ein autoinatisches MALDI-Ver- 
f ahren, das auf diese Weise nicht erst die Flecken suchen muB. Diese hydophobe Struktunerung der Tragerplatte ist auch 
wichtie, um die Probenflecken klein und damit die Abdampfung extrem gering zu halten. 

Die Polyglycerine reagieren wegen ihrer starken Polaritat durch die vielen OH-Gruppen genau so auf hydrophile und 
hydrophobe Oberflachen wie das ebenf alls stark polare Wasser. 

Die Oberflachen bisher verwendeter metallischer Probentrager sind in der Regel von Natur aus leicht hydrophil, ein 
Probentropfchen flieBt normalerweise so weit auseinander, bis ein durch die Hydrophilie besdmmter, flacher Anstellwm- 
kel erreicht ist. Die Hydrophilitat wird durch die Hydrpxygruppen erzeugt, die sich unter der Emwirkung von feuchter 
Luft auf iedemMetall (selbst auf Edelmetallen) bilden. u , 

Um hydrophobe Oberflachen der Probentrager zu erhalten, kann die ganze Probentrager aus einem hydrophoben Ma- 
terial gefertigt werden, beispielsweise aus Teflon©. Es ist aber dann dafur zu sorgen, daB die Oberflache (beispielsweise 
durch Einlagerung von Graphit) elektrisch leitend wird, da der MALDI-ProzeB fur die gleichmaBige Beschleunigung der 
gebildeten Ionen einerseits ein homogenes elektrisches Feld und andererseits eine Ableitung von Ladungen braucht, de- 
ren Polaritat zu der der gebildeten Ionen entgegengesetzt ist. Auch eine reine Graphitoberflache ist sehr hydrophob. 
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«™ Sinne benutzt werden Das Wasser kann durch Evakuierung wieder entfemt werden. . 
TtaSlSSSBtotLh- - lassen sich direkt auf TYagerplatten spannen and durch 

ren unteSeils punktfdrmiger MALDMonisierung im Massenspektrometer untersuchen_ Es konnen aber auch die 
ren unter j w ' F Kontakt mit Traeerplatten gebracht werden, wpbei nach vorsichtigem Abziehen der Blot- 

Blotmembranen t d^kten *™^^^St auf derTragerplatte zurUckbleibt und dort auf die enthaltenen EiweiBe 
S!!ZS^SSS!!^SSL, Diese t&Lgung kann durch geschickte Ausnutzung yon ?C ape- 
SurSnSn seSektiv gemacht werden, ohne die laterale Auflosung der EiweiBverteilung ^ stolen Es ist sogar 
VtaS ein Jx tenJ hydrophil-hydrophobes Raster der Tragerplatte eineTrennung der Matrixflussigkeit auf 
r^^fSS^ erzingen und so eine weitere laterale Diffusion derEiweiBe vollstandig zu 

^"oUhier betont werden, daB aUe diese Arten der Analysen nur durch den extrem niedrigen Dampfdruck der erfin- 
duSsTem^tlauixflussigkeiten ermbglicht werden. Die Verwendung von einfachem Glycerin, wie bisher benutzt er- 

gefe A^SfS Sclien vieler Proben oder groBerer Flachen wegen des schnellen Austrocknens mcht zur Ver- 
fiigung steht. 

Patentanspruche 

1 Verfahren zur Ionisierung hochmolekularer Anaiytsubstanzen, die sich in flussiger Matrixsubstanz auf einer Tri- 
LSSSSn^gidtoto Laserdesorption (MALDI), dadurch gekennzekhnet, daB^xflussigkeiten 
Ssder Gruppe^r mindeLns dreiwertigen Alkohole mit mindestens einer Etherbmdung in der Kohlenstoffkette 

f?S^SStt" gekennzeichnet, daB biglycerin, Triglycerin, habere Polyglycerine oder 
flusISSnnSirnHy^ 

f VeS^Seni der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzekhnet, daB ein Infrarot-Pulslaser ver- 

- ns* t^^^ — w ^ der die 

wendet^d, und daB in den Matrixflussigkeiten stark absorbierende Substanzen fur das Lrcht nut der WeUenlange 
T ^eSlnSch^nich 6, dadurch gekennzeichnet, daB ubliche UV-Laser, beipielsweise Stickstofflaser mit 
fVerT™ 

■ Tv^^^^o^^ Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Analyt^ungen fur 
% Probt erst^f de! ^gerplatte mit der Matrixflussigkeit, die gegebenenfalls Absorbentxen enthalt, gemischt 

n 1 Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB erst die Tropfchen der Matrixflussigkeit (gegebe- 

?rtfSrtss^ 
fr^a^ 

U^SSn nSr^h^ dadurch gekennzeichnet, daB mit einer Vielfachpipette viele Probentropfchen 

fflE2i£ *22S3ff^55- « ^ 14, dadurch gekennzeichnet daB die Matrixsub- 
stanz S^pSe BeSche der Trlgerplatte aufgebracht werden, die von hydrophoben Randgebreten umgeben 

S 16 d Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die ^ xflU ^ 

falls mit gelosten Absorbentien, fur die Analyse von Biopolymeren direkt auf eine Biopolymere enthaltende Blot- 

TSKStS An^ch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die mit Matrixflussigkeit versehene Blotmembran 
direkt auf einen Probentrager aufgespannt der MALDI- Analyse zugefuhrt wird. 

?T ^faSnS AnfpSi 16 S dadurch gekennzeichnet, daB ein Teil der MatnxflussigkeU aus der Blotmenbran 
d^h Kontakt mit einer ^rplatteauf diese ubertragen und da . 
^VeSren " h einem dVUiergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB in ^M^xfluss^t 
geiostelWasser vor Einbringen in das Vakuum des Massenspektrometers unter vermindertem Druck und gegebe- 

^t^^^tZ^^^^ das Abdampfen des Wassers, eventuell unter vor- 
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